ATENT COOPERATION TRF X Y 




From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

ANDRAE, Steffen 
Andrae, Flach, Haug 
Balanstrasse 55 
D-81541 Munchen 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 

01 November 2000 (01.11.00) 


Applicant's or agent" s file reference 

3009 PCT 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EPOO/01304 


International filing date {day/month/year) 

18 February 2000(18.02.00) 



1. The following indications appeared on record concerning; 

X the applicant X the inventor | | the agent | ] the common representative 


Name and Address 

SHEPHERD, Philip, S. 
187 Banstead Road 
Carshalton 
Surrey 

United Kingdom 


State of Nationality 
GB 


State of Residence 
GB 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| | the person | [ the name X the address | | the nationality | | the residence 


Name and Address 

SHEPHERD, Philip, S. 
187 Banstead Road 
Carshalton Beeches 
Surrey SMS 4DP 
United Kingdom 


State of Nationality 

GB 


State of Residence 

GB 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
| X | the receiving Office | | the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority | X | the elected Offices concerned 
| X | the International Preliminary Examining Authority | j other: 



The International Bureau of W1PO 
34. chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 


Authorized officer 

N. Wagner 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 




Form PCT.1B 306 (March 1994) 
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MENT COOPERATION TRE 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C. 20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

27 September 2000 (27.09.00) 




International application No. 
PCT/E P00/0 1304 


Applicant's or agent* s file reference 
3009 PCT 


International filing date {day/month/year) 

18 February 2000(18.02.00) 


Priority date (day/month/year) 

19 February 1999 (19.02.99) 


Applicant 

BERGMANN, Andreas et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on; 

24 August 2000 (24.08.00) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The electioi 



„ 0 
□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Charlotte ENGER 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT IB 331 (July 1992) 
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PATENT COOPERATION AT Y 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
3009 PCT 



International application No. 

PCT/EP00/01304 



FOR FURTHER ACTION 



See Notification of Transmittal of International 
Preliminary Examination Report (Form PCTTPEA/416) 



International filing date (day monthyear) 
1 8 February 2000 ( 1 8.02.00) 



Priority date {day month year) 

19 February 1999(19.02.99) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 16/28 



Applicant 

B.R.A.H.M.S DIAGNOSTICA GMBH 

1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 7 sheets, including this cover sheet. 




This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 



(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
These annexes consist of a total of sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



] [ >. ] Basis of the report 

II | | Priority 

III \^\ Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

IV | | Lack of unity of invention 

V n~l Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveltv. inventive step or industrial applicability 

I — J citations and explanations supporting such statement ' 

VI | | Certain documents cited 

VII | | Certain defects in the international application 

ViII [ < ] Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

24 August 2000 (24.08.00) 


Date of completion of this report 

26 April 2001 (26.04.2001) 


Name and mailing address of the IPEATP 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT IPEA 40^ (cover sheet) ( January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP00/01304 



I. Basis of the report 



1 This report has been drawn on the basis of [Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office m response to an imitation 
under Article 14 are referred to m this report as originally filed' and are not annexed to the report since they do not contain amendments ) 

| | the international application as originally filed. 

[Tj the description, pages , as originally filed, 

pages . filed with the demand. 

pages , filed w ith the letter of . 

pages , filed with the letter of . 



f < ] the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-9 



. as originally filed, 

, as amended under Article 19. 

, filed w ith the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



[ ■: ] the drawings. sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/ fig 



1/3-3/3 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
. filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

1 I the claims. Nos. 

□ 

the drawings, sheets/fig 



3 [""I Tnis report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since thev have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessarv: 



FormPCT IPEA409(Bo\ I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP00/01304 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrial^ applicable have not been examined in respect of: 

the entire international application. 

[ ' ] claims Nos. l_-6 

because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. j-6 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary- examination (specify ). 

See supplemental sheet. 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos 1-3 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 

See supplemental sheet. 



m ^T'- ° r Said u aimS N ° S - -^i ^ are 50 inadequately supported 

LCJ by the description that no meaningful opinion could be formed. * 

| | no international search report has been established for said claims Nos 



Form PCT IPEA 409<Box III) (January 1994) 



INTERNATIONAL fl^LIMINARY EXAMINATION REPORT 


^^International application No. 




IPCT/EP 00/01304 
1 


Supplemental Box 




(To be used when the space in am of the preceding boxes is not sufficient) 




Continuation of I I I . 1 : 



1 . 



(a) Point 2(c) (iii) below makes it clear that the 
following feature is necessary for the definition 
of the blocking antibodies of the invention: 

All these antibodies bind specifically to the 
amino acid sequence 381-384 (FDSH or Phe-Asp- 
Ser-His) of the hTSH receptor (see page 20, 
lines 16-19) . 

(b) No other blocking antibodies for the treatment of 
hyperthyreoses and endocrine orbitopathy are 
available to the person skilled in the art. It does 
not seem possible to identify other blocking 
antibodies solely by routine experimentation or 
analysis . 

(c) Since the antibodies referred to in Claims 1-3 do 

not suggest this essential technical feature, these 
claims are unclear and are not adequately supported 
by the description. 

(d) Claims 1-6 relate to a subject matter which this 
Authority considers to be covered by PCT Rule 
67.1(iv). No opinion will therefore be established 
with regard to the industrial applicability of the 
subject matter of these claims (PCT Article 

34 (4) (a) (i) ) . 



Form PCT IPHA 409 (Supplemental Box) (Januan 1994) 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



4-9 



4-9 



7-9 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



Cited documents 

This report makes reference to the following 
documents : 

Dl: Revue du Praticien, 44(9), 1994, 1184-91 
D2: Mol. Cell. Endocrinol., 149(1-2), 197-206. 

D2, two of whose authors have also been named as 
inventors, appears to correspond to the present 
invent ion . 



(b; 



■tide 32 2 ) 



(i) None of the known prior art documents discloses 
blocking antibodies which bind specifically to 
the amino acid sequence 381-384 (FDSH or Phe- 
Asp-Ser-His) of the hTSH receptor. 

■ii)7he subject matter of Claims 6-9, which are 
directed to antibodies of this kind, can 



Korm PCT IPHA 409 (Box V) (January 1994) 



l\ternational^P:liminary examination report 



International application No. 

PCT/EP 00/01304 



therefore be considered novel. The same applies 
to the subject matter of Claims 4-5, which are 
directed to the use of these antibodies for the 
treatment of hyperthyreoses and endocrine 
orbitopathy . 

(c) Inventive step (PCT Article 33(3)) 

(i) Document Dl is considered to be the closest 
prior art. This document discloses the 
possibility that the sequence 365-383 of 
the hTSH receptor is specific for blocking 
antibodies (see page 1188, left voltage) . 

(ii) The problem addressed by the present 
invention was to identify antibodies whose 
action goes beyond merely preventing 
stimulation of the thyroid by TSH or 
stimulating autoantibodies, and which are 
therefore suitable for the treatment of 
hyperthyreoses and endocrine orbitopathy. 

(iii) Antibodies of this kind have been 
identified in the present application. The 
application has also demonstrated (see page 
20) that all these antibodies bind 
specifically to the amino acid sequence 
381-384 (FDSH or Phe-Asp-Ser-Hi s ) of the 
hTSH receptor. 

(iv) Since it could not be foreseen from the 
available prior art documents that 
antibodies of this kind could be 
identified, the subject matter of Claims 4- 
9 can be considered to involve an inventive 



Form PCT IPEA 409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL' 



'LIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No 

PCT/E? Q0/C1304 



step . 



(d) Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 

(i) The subject matter of the present Claims 7- 

9 appears to be industrially applicable. 



(ii) The PCT Contracting States do not have 

uniform criteria for assessing the 
industrial applicability of Claims 1-6 in 
their present form. Patentability may 
depend on the wording of the claims. The 
EPO, for example, does not recognise the 
industrial applicability of claims to the 
medical use of a compound; it does, 
however, allow claims to the first medical 
use of a known compound or to the use of 
such a compound in the manufacture of a 
drug for a new medical application. 



(e) P document 



If the validity of the claimed priority could not be 
recognized, document D2 would have to be considered 
when examining the invention with regard to novelty 
and inventive step. 



Form PCT IPEA 409 (Box V) (January 1994) 
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^Jtternational application No 

PCT/EP 00/01304 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarit\ of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are full\ 
supported b\ the description, are made: 



(a) In the light of point 1, Claims 1-3 do not satisfy 
the requirements of PCT Article 6. 

(b) Since the position of the amino acids v> FDSH" (see 
point 2(c) (iii)) in the amino acid sequence of the 
hTSH receptor is not stated, the subject matter of 
Claims 4 and 7 likewise appears not to be clearly 
defined. The requirements of PCT Article 6 are not 
therefore satisfied. 



Form PCT I PI: A 409 (Box VIII) {Januan. 1994) 



VERTRAG UB^DIE INTERNATIONALE ZUSPfMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



1^1/11 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICFT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
3009 PCT 


siehe Mitteilung Liber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prxifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/E P00/0 1304 


Internationales Anmeldedatum (Tag/MonaV'Jahr) 
18/02/2000 


Prioritatsdatum (Tag/MonatTag) 
19/02/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C07K16/28 


Anmelder 

B. R. A. H. M. S DIAGNOSTICA GMBH 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaf3t insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I E Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

lil K Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der ertinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI — Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
24/08/2000 


Datum der Ferttgstellung dieses Benchts 

26.04.2001 


Name und Postanschnft der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde. 

Europaisches Patentamt 
^gy D-80298 Munchen 
Z&r* Tel -49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevoitmachttgter Bediensteter ^-^T^^ 
Mennessier, T (\ |) 

Tel Nr. -49 89 2399 8687 ^-^lS^ 



Formblatt PCT IPEA.409 (Deckblatt) tJanuar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzetchen PCT/EP00/01 304 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichttich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikei 14 hin vorgeiegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, well sie keine Anderungen enthaiten (Regeln 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-22 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-9 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Verdffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtragiich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtragiich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtragiich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

□ Die Erklarung. daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgeiegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefailen: 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/01 304 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens tiber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
K Anspruche Nr. 1-6. 



E3 Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 1-6 (in Hinsicht auf 

gewerbliche Anwendbarkeit) beziehen sich auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale 
vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen {machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. 1-3 sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 1-3 sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 
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V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: 

Nein 

Erfindensche Tatigkeit (ET) Ja: 

Nein 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: 

Nein 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist foigendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Anspruche 4-9 
: Anspruche 

Anspruche 4-9 
: Anspruche 

Anspruche 7-9 
: Anspruche 



rmbiaft PCT IPEA409 (Felder I -VI 1 1 . Blatt 3) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/01 304 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



1. Zur Sektion III 

a) Angesichts des untenstehenden Punkts 2.c.(iii) wird deutlich, dal3 folgendes 
Merkmal fur die Definition der blockierenden Antikorper der Erfindung 
wesentlich ist: 

# Alle diese Antikorper binden spezifisch an die Aminosauresequenz 
381-384 (FDSH bzw. Phe-Asp-Ser-His) des hTSH-Rezeptors (siehe 
Seite 20, Zeilen 16-19). 

b) Keine anderen fur die Behandlung von Hyperthyreosen und der endokrinen 
Orbitopathie blockierenden Antikorper stehen dem Fachmann zur 
Verfugung. Identifizierung andere blockierende Antikorper scheint allein 
durch routinemaBiges Experimentieren oder Analysieren nicht moglich. 

c) Da die in Anspriichen 1-3 zitierten Antikorper auf dieses wesentliche 
technische Merkmal nicht hinweisen, sind diese Anspruche unklar sowie 
nicht ausreichend durch die Beschreibung gestutzt. 

d) Die Anspruche 1-6 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach 
Auffassung dieser Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird 
uber die gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche 
kein Gutachten erstellt (Artikel 34(4) a) (i) PCT). 

2. Zur Sektion V 

a) Zitierte Dokumente 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

# D1 : Revue du Praticien, 44(9), 1994, 1 184-91 

# D2: Mol. Cell. Endocrinol., 149(1-2), 197-206 

Dokument D2, zwei dessen Autoren auch als Erfinder genannt wurden, 
scheint der vorliegenden Anmeldung zu entsprechen. 
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b) Neuheit (Artikel 33(2) PCT) 

(i) Keines cler Dokumente aus dem bekannten Stand der Technik 
offenbart blockierende Antikorper, die an die Aminosauresequenz 
381- 384 (FDSH bzw. Phe-Asp-Ser-His) des hTSH-Ftezeptors 
spezifisch binden. 

(ii) Folglich kann der Gegenstand der Anspriiche 6-9, die auf solche 
Antikorper gerichtet sind als neu angesehen werden. Das gleiche gilt 
fur den Gegenstand der Anspriiche 4-5, die auf die Verwendung 
dieser Antikorper zur Behandlung von Hyperthyreosen und der 
endokrinen Orbitopathie gerichtet sind. 

c) Erfinderische Tatiqkeit (Artikel 33(3) PCT) 

(i) Als nachster Stand-der-Technik wird Dokument D1 angesehen. Dieses 
Dokument offenbart, da3 die Sequenz 365-383 des hTSH-Rezeptors 
fur blockierende Antikorper spezifisch sein konnte (siehe Seite 1 188, 
Links-Spannung). 

(ii) Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es Antikorper zu identifizieren, 
deren Wirkung uber die reine Verhinderung der Stimulierung der 
Schilddruse durch TSH bzw, stimulierende Autoantikorper hinausgeht, 
und die deswegen zur Behandlung von Hyperthyreosen und der 
endokrinen Orbitopathie geeignet sind. 

(iii) Solche Antikorper wurden in der vorliegender Anmeldung identifiziert. 
Ferner (siehe Seite 20) wurde gezeigt, da(3 alle diese Antikorper an die 
Aminosauresequenz 381-384 (FDSH bzw. Phe-Asp-Ser-His) des 
hTSH-Rezeptors spezifisch binden. 

(iv) Da aus den zur Verfugung stehenden Stand-der-Technik Dokumenten 
nicht vorherzusehen war, daB solche Antikorper identifiziert werden 
konnten, kann das Vorliegen einer Erfinderischen Tatigkeit fur den 
Gegenstand von Anspruchen 4-9 anerkannt werden. 
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d) Gewerbliche Anwendbarkeit (Artikel 33(4) PCT) 

(i) Der Gegenstand der vorliegenden Anspruche 7-9 scheint gewerblich 
anwendbar zu sein. 

(ii) Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden 
Anspruche 1-6 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT- 
Vertragsstaaten keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann 
auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA 
beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als 
gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen 
werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen 
Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medi- 
zinische Anwendung gerichtet sind. 

e) P-Dokument 

Konnte die Gultigkeit der beanspruchten Prioritat nicht anerkannt werden, 
muBte Dokument D2 fur die Prufung der Erfindung in Bezug auf Neuheit 
bzw. erfinderische Tatigkeit in Betracht bezogen werden. 

3. Zur Sektion VIII 

a) Angesichts des Punkts 1 erfullen Anspruche 1-3 nicht die Erfordernisse des 
Artikels 6 PCT. 

b) Da der Standort der Aminosauren "FDSH" (siehe Punkt 2.c.(iii)) in der 
Aminosaurensequenz des hTSH-Rezeptors nicht angegeben wird, scheint 
auch der Gegenstand der Anspruche 4 und 7 nicht deutlich definiert zu sein, 
dies im Widerspruch zu den Erfordernissen des Artikels 6 PCT. 
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VERTRAAUBER DIE INTERNATIONALE ZUjW/IMENARBEIT 
lUF DEM GEBIET DES PATENTVWENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

3009 PCT 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenbenchts {Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/01304 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

18/02/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat'Jahr) 

19/02/1999 


Anmelder 

B. R. A. H. M. S DIAGN0STICA GMBH 



Dieser internationale Ftecherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaRt insgesamt_4 Blatter. 

|~X"j Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 



□ 
□ 
□ 
□ 



Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

|~X~] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchterbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[~~! wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

. , wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenbenchts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 

1 wie vom Anmelder vorgeschlagen ^ ketne der Abb. 

weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



FcrmD'at: PCT ISA 210 ..B'att ' i Mum 1998) 



INTERN ATION ALE R RECHERCHENBERICHT 



Finternationaies Aktenzeichen 

PCT/EP 00/01304 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. namlich 

Obwohl die Anspruche 1-6 sich auf eine Verwendung von Antikorpern zur 
therapeuti schen Behandlung des menschlichen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Anti korper . 

2. | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschnebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
da!3 eine smnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. namlich 



3. | ] Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 

Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 

' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

* ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind. namlich auf die 

Anspruche Nr. 



I | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung: diese ist in foigenden Anspruchen er- 
faRt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzhcher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT ISA 21 G f Fortsetzung von Blatt 1 il.i)ijuli 1998- 



INTERNATIONALES RECHERCHENBERICHT 



frnationales Aktenzeichen 

CT/EP 00/01304 



A. KLASSIFIZIERUNG DES AN MEL DUNGSGEGENST ANDES 

IPK 7 C07K16/28 A61K39/395 



Nach der internationalen Patentklassifikation JPK* Oder nach der nationalen Klassifikalion und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierler Mindestprufstorf (Klassifikationssystem und Kiassitikationssvmbole i 

IPK 7 C07K A61K 



Recherchierte aber mcht zum Mindest prut st off gehorende Veroftentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiele fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil verwendete Suchbegritfe) 

CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE , EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone- Bezeichnung der Veroftentlichung, soweit erforderhch unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr Anspruch Nr 



ORGIAZZI J ET AL: '"Thyroid-stimulating 
hormone receptor and thyroid diseases!. 
Recepteur de la thyreostimul i ne (TSH) et 
dysthyroidie. " 

REVUE DU PRATICIEN, (1994 MAY 1) 44 (9) 
1184-91. , 

XP000944211 
das ganze Dokument 

NICHOLSON, L. B. ET AL: "Monoclonal 
antibodies to the human TSH receptor: 
epitope mapping and binding to the native 
receptor on the basolateral plasma 
membrane of thyroid follicular cells" 
J. MOL. ENDOCRINOL. (1996), 16(2), 159-170 

XP000943987 
das ganze Dokument 

_/__ 



1-9 



1-9 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamihe 



Besondere Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen 
'A' Ver 'ttentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik defintert, 
atx-r mcht als besonders bedeutsam anzusehen jst 

'E' a tie res Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
An me Ide datum veroffentlicht worden ist 

*L' Ver-ftentlichung die geeignet ist. einen Pnorrtatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Verorfentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegl werden 
soli oder die aus emem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Veroftentlichung die sich auf eine mundliche Offenbarung 

eine Benutzung. eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

■P" Veroftentlichung die vor dem internationalen Anmeldedatum aber nach 
dem beanspruchten Pnorrtatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroftentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Pnorrtatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfmdung zugrundeliegenden Pnnzips Oder der ihr zugrundehegenden 
Theone angegeben ist 

'X' Veroftentlichung von besonderer Bedeutung. die beanspruchte Erfmdung 
kann altein aufgrund dieser Veroftentlichung nicht als neu oder auf 
erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfmdung 
kann nicht als auf erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheltegend ist 

Veroftentlichung die Mitglied derselben Patentfamihe ist 



Datum des Abschlusses der internattonalen Recherche 



14. Dezember 2000 



Absendedatum des internationalen Recherchenbenchts 



0 8. Of C! 



Name und Postanschrift der Internattonalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt P B 5816 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswi|k 

Tel . +31 -70) 340-2040 Tx 31 651 epo nl 
Fax ( + 31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Mennessier, T 
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rnationales Aktenzeichen 
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C.(Fortset2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone- Bezeichnung der Veroftentlichung. sowed ertorderiich unler Angabe der in Betracht kornmenden Tetle 



Betr Anspruch Nr 



p,x 



SEETHARAMAI AH , GATTADAHALLI S. ET AL: 
"Generation and characterization of 
monoclonal antibodies to the human 
thyrotropin (TSH) receptor: antibodies can 
bind to discrete conformationa or linear 
epitopes and block TSH binding" 
ENDOCRINOLOGY (1995), 136(7), 2817-24 , 

XP000944028 
das ganze Dokument 

SHEPHERD, P. S. ET AL: "Identification of 
an important thyrotrophin binding site on 
the human thyrotrophin receptor using 
monoclonal antibodies" 
MOL. CELL. ENDOCRINOL. (1999 MARCH 25), 
149(1-2), 197-206 , 

XP000944024 
das ganze Dokument 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

^^■L ^^^Brnational Application No 



CT/EP 00/01304 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07K16/28 A61K39/395 



According to International Patent Classification ( IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (Classification svstem followed bv classification symbols) 

IPC 7 C07K A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category c Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No 



ORGIAZZI J ET AL: "'Thyroid-stimulating 
hormone receptor and thyroid diseases!. 
Recepteur de la thyreostimul i ne (TSH) et 
dysthyroidie. " 

REVUE DU PRATICIEN, (1994 MAY 1) 44 (9) 
1184-91. , 

XP000944211 
the whole document 

NICHOLSON, L. B. ET AL: "Monoclonal 
antibodies to the human TSH receptor: 
epitope mapping and binding to the native 
receptor on the basolateral plasma 
membrane of thyroid follicular cells" 
J. MOL. ENDOCRINOL. (1996), 16(2), 159-170 

XP000943987 
the whole document 

-/- 
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[ )( | Furthe 



r documents are listed in the continuation of box C 



□ 



Patent family members are listed in annex 



; Special categories of cited documents : 

'A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

*L" document which mav throw doubts on pnontv ciaimis) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specrfied) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



*T* later document published after the international filing date 
or pnorrty date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X" document of particular relevance, the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

■Y" document of particular relevance, the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

14 December 2000 


Date of mailing of the international search report 

o 8. ov oi 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office P B 5616 Patentlaan 2 
Nl - 2280 HV Rijswi|k 

Tel i+31-7Di 340-2040. Tx 31 651 epo nl 
Fax t + 31-701 340-3016 


Authorized officer 

Mennessier, T 
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C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Caiegory' Crtatton ot document with indication where appropriate of the relevant passages 



Relevant to claim No 



SEETHARAMMAH, GATTADAHALLI S. ET AL: 
"Generation and characterization of 
monoclonal antibodies to the human 
thyrotropin (TSH) receptor: antibodies can 
bind to discrete conf ormati ona or linear 
epitopes and block TSH binding" 
ENDOCRINOLOGY (1995), 136(7), 2817-24 , 

XP000944028 
the whole document 

SHEPHERD, P. S. ET AL: "Identification of 
an important thyrotrophin binding site on 
the human thyrotrophin receptor using 
monoclonal antibodies" 
MOL. CELL. ENDOCRINOL. (1999 MARCH 25), 
149(1-2), 197-206 , 

XP000944024 
the whole document 
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZL SAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTW ESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDLNG 



(19) Wcltorganisation fur geistiges Eigenturn 

Internationales Biiro 

(43) Internationales VerofTentlichungsdatum 
24. August 2000 (24.08.2000) 




PCT 



iLinni i in iiiudi i Ji nil r ieei r ie i rxj ut 1 11 

(10) Internationale Ve rotten t lie hungsnummer 

WO 00/49050 A3 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : 

A61K 39/395 

(21) Internationales Aktenzeichen: 



C07K 16/28, JOHNSTONE, Alan, P. [GB/GB]; 55 Anne Boleyn s 

Walk, Cheam, Surrey SM3 8DE (GB). SHEPHERD, 
Philip, S. [GB/GB]; 187 Banstead Road, Carshalton 
PCT/EPOO/01304 Beeches, Surrey SMS 4DP (GB). 



(22) Internationales An melded a turn: (74) Anwalte: ANDRAE, Steffen usw.; Andrae, Flach, Haug, 

18. Februar 2000 (18.02.2000) Balanstrasse 55, D-81541 Miinchen fDE). 



(25) Einreichungssprache: 



(26) Yeroffentlichungssprache: 



Deutsch 



Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

199 07 094.6 19. Februar 1999 (19.02.1999) DE 

(71) An m elder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme yon 
US): B.RA.H.M.S DIAGNOSTICA GMBH [DE/DE]; 
Neuendorfstrasse 25, D- 16761 Hennigdorf (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): BERGMANN, An- 
dreas [DE/DE]; Baumlauferweg 47, D-12351 Berlin (DE). 
STRUCK, Joachim [DE/DE]; Holsteinische Strasse 28, 
D-12161 Berlin (DE). MORGENTHALER, Nils, Ger- 
not [DE/DE]; Wenckebachstr. 4, D- 12099 Berlin (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (national): JP, US. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): europaisches Patent (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE). 

Verdflentlicht: 

— Mit internationalem Recherchenbericht. 

(88) VerofTentlichungsdatum des internationalen 

Recherchenberichts: 26. April 2001 

Zur Erkiarung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: USE OF BLOCKING ANTI-TSH-RECEPTOR-ANTIBODIES IN THE THERAPY OF HYPERTHYREOSES AND 
MONOCLONAL ANTIBODIES FOR A USE OF THIS TYPE 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON BLOCKIERENDEN ANTI TSH-REZEPTOR-ANTIKORPERN BEI DER THERA- 
PIE VON HYPERTHYREOSEN SOWIE MONOKLONALE ANTCKORPER FUR EENE SOLCHE VERWENDUNG 



< 

IT) 

OS 



o 



(57) Abstract: The invention relates to the use of blocking antibodies which act against the human TSH- receptor (hTSH -receptor) 
or their specifically binding fragments for treating or for producing medicaments for treating hyperthyreoses caused by stimulating 
autoantibodies which act against the hTSH-receptor (Morbus Basedow) or by an overstimulation of the thyroid through endogenous 
TSH or by activating mutations of the hTSH-receptor; and for treating endocrinous orbitopathy. The invention also relates to special 
blocking monoclonal antibodies which recognise the minimal sequence FDSH corresponding to positions 381 to 384 of the human 
TSH-receptor. 

(57) Zusammenfassung: Verwendung von bloc kiere mien Antikorpern gegen den humanen TSH-Rezeptor (hTSH-Rezeptor) oder 
ihrer spezifisch bindenden Fragmente zur Behandlung von bzw. zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Hyperthy- 
reosen, die auf stimuli erende Autoantikorperngegen den hTSH-Rezeptor (Morbus Basedow ) oder erne Uberstimulation der Schild- 
driise durch endogenes TSH oder auf aktivierende Mutationen des hTSH-Rezeptors zuriickzufuhren sind, und zur Behandlung der 
endokrinen Orbitopathie, sowie spezielle blockierende monoklonale Antikorper, die die den Positionen 381 bis 384 des humanen 
TSH-Rezeptors entsprechende Minimalsequenz FDSH erkennen. 
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Interri. nal Application No 

PCT/EP 00/01304 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07K16/28 A61K39/395 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum docu mentation searched (Classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C07K A61K 



Documentation searched other than mmmum documentation to the extent that such documents are ncluoed in the fields searched 



Electronic data base consulted dunng the international search {name of data base and, where practical, search terms used) 

CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 



Citation of document, with ndication. where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



ORGIAZZI J ET AL: "'Thyroid-stimulating 
hormone receptor and thyroid diseases!. 
Recepteur de la thyreostlmul ine (TSH) et 
dysthyroidie . " 

REVUE DU PRATICIEN, (1994 MAY 1) 44 (9) 
1184-91. , 

XP000944211 
the whole document 

NICHOLSON, L. B. ET AL: "Monoclonal 
antibodies to the human TSH receptor: 
epitope mapping and binding to the native 
receptor on the basolateral plasma 
membrane of thyroid follicular cells" 
J. MOL. ENDOCRINOL. (1996), 16(2), 159-170 

XP000943987 
the whole document 
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Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categones of ated documents 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E' earlier document but published on or after the international 

filing date 

*L* document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which ts cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0* document refernng to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•P* document publshed pnof to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T" later document published after the international filing dale 
or priority date and not in conflict with the application but 
ated to understand the pnnaple or theory underty»>g the 
invention 

*X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

' Y* document of particular relevance: the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventrve step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

'&' document member of the same patent family 



Date ot the actual completion of the international search 



14 December 2000 



Dale of mailing of the international search report 



0 8. 01 01 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P B 5818 Patent taan 2 
NIL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx 31 651 epo nt. 
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(57) Abstract 



The invention relates to the use of blocking antibodies which act against the human TSH-receptor (hTSH-receptor) or their specifically 
binding fragments for treating or for producing medicaments for treating hyperthyreoses caused by stimulating autoantibodies which act 
against the hTSH-receptor (Morbus Basedow) or by an overstimulation of the thyroid through endogenous TSH or by activating mutations 
of the hTSH-receptor; and for treating endocrinous orbitopathy. The invention also relates to special blocking monoclonal antibodies which 
recognise the minimal sequence FDSH corresponding to positions 381 to 384 of the human TSH-receptor. 



(57) Zusammenfassung 



Verwendung von blockierenden Antikorpern gegen den humanen TSH-Rezeptor (hTSH-Rezeptor) oder ihrer spezitisch bindenden 
Fiagniente zur Behandlung von bzw. zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Hyperthyreosen, die auf stimulierende 
Autoantikorpern gegen den hTSH Rezeptor (Morbus Basedow) oder eine Uberstimulation der Schilddriise durch endogenes TSH oder auf 
aktivierende Mutationen des hTSH-Rezeptors zuriickzufuhien sind. und zur Behandlung der endokrinen Orbitopathie, sowie spezielle 
blockierende monoklonale Antikorper, die die den Positionen 381 bis 384 des humanen TSH-Rezeptors entsprechende Minimalsequenz 
FDSH erkennen. 
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Verwendung von blockierenden Anti-TSH-Rezeptor-Antikorpern 
bei der Therapie von Hyperthyreosen sowie monoklonale Anti- 
10 kdrper fur eine solche Verwendung 



Die vcrliegende Erfindung betrifft die Verwendung von blok- 
kierenden Anti-TSK-Rezeptor-Antikorpern im Rahmen der Thera- 
15 pie von Hyoerthyreosen wie Morbus Basedow, d.h. zur Behand- 

iung bzw. zur Herstellung von Arzneiiritteln zur Behandlung 
derartiger Erkrankungen , sowie fur eine solche Verwendung 
besonders gut geeignete monoklonale Antikorper. 

20 Es ist bekannt, da£> zahlreiche Erkrankungen, an denen die 

Schiiddruse beteiiigt ist, Autoimmunerkrankungen sind, bei 
denen Autoant ikorper gegen moiekuiare Strukturen der Schiid- 
druse gebildet werden, die im Zusammenhang mit der Erkran- 
kung beginner., als Autoant igene zu wirken. Die wichtigsten 

2 5 bekannten Auctant igene der Schiiddruse sind daoei Thyreoglo- 

bulin (Tg; , die Schilddrusenperoxidase (TPC) una insbescnde - 
re der TSK-Rezeptor (TSHr) (vgi. Furnaniak J et al . , Auto- 
immunity 1990, Vol. 7, S. 63 - 80) . 

3 0 E'er TSH-Rezeotor ist ein i_n der Schiiddruse r.ne irb r a n loka 1 i - 

sierter Rezeptcr, an den das von der Hypophyse ausgeschut t e - 
te Hormon TSH ( Thyroid- st imul ierendes Ho r men oder Thyreo tro- 
pin; bindet und dadurch die Ausschuttung der eigentlichen 
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Schilddrusenhormone , insbesondere des Thyroxins, auslost . 
Der TSH-Rezeptor gehort zur Rezeptor - Famil ie der G-Protein- 
gekoppelten Glykoprotein-Rezeptoren mit einer grofien amino- 
terminalen extrazellularen Domane, zu der auch der LH/CG- 
5 und der FSH-Rezeptor gehoren. Eine Aufklarung der chemischen 

Struktur des TSH-Rezeptors, d.h. der Sequenz der fur ihn 
codierenden DNA sowie der daraus ableitbaren Aminosaurese - 
quenz des Rezeptors selbst, gelang Ende 1989 (vgl . Libert F. 
et al. , Biochem. Biophys . Res. Commun . 165: 1250-1255; 
10 Nagayama Y. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 165: 

1184-1190 ; vgl. auch EP-A-0433509 bzw . WO-A- 91/09121 ; sowie 
WO-A-91/09137 ; WO-A- 91/10735 und WO- A- 9 1 /0 3 4 8 3 ; ferner Yu j i 
Nagayama & Basil Rapoport , in: Molecular Endocrinology, Vol. 
6 No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Literatur) . 

15 

Wegen der Ausbildung von Autoant ikorpern gegen der TSH- 
Rezeptor (auch generell abgekiirzt TRAb) im Rahmen von ver- 
schiedenen Schilddrusen- Autoimmunerkrankungen hat die Be- 
stimmung von derartigen Autoant ikorpern eine erhebliche 
20 kiinische Bedeutung, insbesondere fur die Diagnose des 

Morbus Basedow (Basedow Krankheit; englisch: Graves' disea- 
se ) . 

Abgesehen von Best immungsverf ahren , bei denen Versuchst iere 
25 oder spezielle Zellkulturen eine Rolle spielen und die heute 

vor allem von historischem Interesse sind (vgl. Schumm- 
Draeger et al., Akt . Endokr . Stoffw. 10 (1989), S. 90-102)), 
konnen TSH-Rezeptor-Autoant ikorper bisher im wesentlichen 
nach zwei Verf ahrensprinzipien bestimmt werden (vgl. Mor- 
30 genthaler N.G. et al., Horm. Metab. Res. 30 (1998), S. 162- 

168) : 

Bei Zellst imulat ionstests au£ert sich die Anwesenheit von 
st imulierenden TSH-Rezeptor-Autoantikorpern , die in der 
35 Literatur haufig mit den Abkurzungen TSAb oder TSI (TSI = 

thyroid stimulating immunoglobulins^ bezeichnet werden, 
dadurch, daS bestimmte Funktionen von geeigneten Zellen, die 
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in ihrer Zelimembran naturiishe oder rekoxbmante TSH-Rezep- 
toren aurweiser. und nr.it TSH und/oder einer Autoant ikorper 
enthai t enden Probe in Kontakt kommer., dursh Stimulation 
ausgelost oder vestarkt warden, msnesondere die Bildung von 
5 cAM? (cyclischem Adenosinmonophosphat ) . Elcckierende TSH- 

Rezeptor- Ant ikorper { TBAb !■ konnen an der Abschwachung der 
Wirkung von TSH erkannt werden. Da derartige Bioassays in 
ihrer Durchfuhrung sehr aufwendig sind, liegt ihre Bedeutung 
derzeit weniger auf dem Gebiet der kiinischen Rout inediagno- 

10 st:ik als auf dem der Grundlagenf orschung . Sie stellen ein 

wertvclies Hilfsmittel zur Aufklarung der genauen Art der 
Wechselwirkung zwischen Anrikorpern und der f unkt ionelien 
Feinscruktur des TSH-Rezeptors dar . S3 wird in der Verof- 
fentlichung von N.G. Morgenthaler et al . in Horm. Metab. 

15 Res. 30 (1998), S. 162 - 163 beschrieben, wie bestimmte CHO- 

Zellen , die so transf ormiert wurden , daS sie den volistandi- 
gen rekombinaten TSK-Rezeptor exprimieren und die als JP09 
CHO-Zellen bezeichnet werden (Perret J et ai . , Biochem 
Biophys Res Ccmmun 1990; 171:1044-50), erfolgreich dazu 

20 verwendet werden konnen, in unf rakt ionierten Seren oder 

daraus durch Reinigung erhaltiichen IgG- Frakt ionen stimuiie- 
rende (TSAb) und/oder blockierende Autoant ikorper (TBAb) 
nachzuweisen und voneinander zu unterscheiden bzw . deren 
Auf treten und ihre reiativen Anteile in einer biologischen 

25 Probe zu ermitteln. Auf die in der genannten Veroffentli- 

chung beschr iebene Methodik wird nachfoigend im experiment 
tellen Teii Bezug genommen, und auf den gesamten Inhalt 
dieser Vercf f ent lichung sowie die darin als Li t eraturzi tate 
genannten weiteren Verof f ent I ichungen wird zur Erganzung der 

3 0 voriiegenden Beschreibung sowie ais wei t erf uh rende vertie- 

fende Literatur ausdrucklich Bezug genomrrien . 

Alternativ dazu konnen TSH - Re zeptcr -Autoant ikorper ( TRAfc 1 
auch unter Yerwendung von kornpe t i t iven Rezept orbindungs - 
35 assays, msbesondere Radiorezeptorassays , bestimrr.t werden, 

z.B. unter Verwendung des TRAK Assay- der B.R.A.H.M.S Dia- 
gnostica GmbH. Zur Best imvar.g vcn TSH-Rezeptor -Autoant ikor- 
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pern wird nach der herkommlichen Variante dieses Verfahrens 
so vorgegangen, dafi man die zu bestimmenden Autoant ikorper 
aus einer Serumprobe in flussiger Phase mit einem radioaktiv 
markierten bovinen TSH-Kompetitor um die Bindungsstel len 
5 eines Detergens - solubilisierten porcinen TSH-Rezeptors 

konkurrieren lafit (vgi . Southgate, K. et al . , Clin. Endocri- 
nol. (Oxford) 20, 539-541 (1984); Matsuba T. et al . , J.Bio- 
chem.118, S. 265-270 (1995); EP 719 858 A2 ; Produkt infor- 
mation zum TRAK- Assay® der Firma B.R.A.H.M.S Diagnostica 

10 GmbH) . Um das an die Rezeptor-Praparation gebundene markier- 

te TSH zu bestimmen, wird nach Abschlufe der Inkubation der 
TSH-Rezeptor mit einem Fal lungsreagens und einem anschlie- 
iSenden Zentrif ugierschritt von der fliissigen Phase abge- 
trennt . Die Bestimmung des Rezeptor-gebundenen markierten 

15 TSH erfolgt durch Messung der im Sediment gebundenen Radio- 

aktivitat . Da die Bestimmung auf einer Konkurrenz (Kompeti- 
tion) zwischen markiertem TSH und den zu bestimmenden Auto- 
antikorpern um gemeinsame Bindungsstellen auf dem TSH-Rezep- 
tor beruht , warden bei diesem Verfahren alle solchen und nur 

20 solche Autoant ikorper erfaSt, die tatsachlich mit TSH kom- 

petieren. Solche kompetierenden, zur Inhibierung der TSH- 
Bindung befahigten Autoant ikorper werden in der Literatur 
auch als TBII (TBI1 = thyrot ropin-binding inhibitory immuno- 
globulin) bezeichnet, und das AusmaS ihrer Aktivitat wird 

25 auch als prozentuale sogenannte TBII -Aktivitat angegeben . 

Es ist nunmehr seit langerem bekannt , daiS bei Autoimmuner- 
krankungen der Schilddriise heterogene Autoant ikorperpopula - 
tionen unterschiedlicher Zusammenset zung gebildet werden. 

30 Dabei sind die st imulierenden und die mit TSH kompe t ierenden 

Autoant ikorper nur teilweise identisch, d.h. es gibt stimu- 
lierende Autoantikorper, die nicht mit TSH kompetieren, und 
es gibt auch mit TSH kompe t ierende Autoant ikorper , die nicht 
stimulierend wirken. Die Heterogeni tat der Autoant ikorperpo- 

35 pulationen fiihrte dazu, dafe mit den fruheren Radiorezepto- 

rassays zum Nachweis von Autoant ikorpern gegen den TSH- 
Rezeptor derartige Autoant ikorper nur bei 80-90% der Morbus 
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Basedow Fatienien nachweisbar waren. Erst mit den moderneren 
Rezep:orb:niungsassays der soc . "zwei:en General: ion M , bei 
denen ansneile porciner TSH-Rezeptor- Praparat icnen Prapara- 
tionen von geeignecen rekombinanten human en TSH-Rezeptoren 
5 sowie seiekcive m o n o k 1 o n a 1 e n Ant ikcrper zu ihrer Immobiii- 

sierung verwendet werden, werden Auioantikorper bei in 
wesentlichen alle Patienten korrekt nachgewiesen (S. Costa- 
giiola e: ai . , J. Clin. Endocrinol Metab 84:90-97, 1999). 

10 Es ist allgemein bekannt, da£ bei der als Morbus Basedow 

(engiisch: Graves' disease) bekannt en Schilddrusen- Autoimm- 
unerkrankung stiir.ulierende Auioantikorper (TSAb) eine Rolle 
spieien, die gegen der TSH-Rezeptor gebildet werden und mit 
diesem so wechselwirken, dafs die Schilddruse stimuliert 

15 wird, was sich als Schiiddrusenuberf unkt ion { Hyperthyreose ) 

auSert . Ein charakterist isches klinisches Beglei t symptom des 
Morbus Basedow, das nicht unmittelbar auf die Hyperthyreose 
zuruckzuf uhren ist, ist der sogenannte Exophthalmus 
( "Glotzauge " ; endokrine Orbi topathie oder Opht ha lmopat hie 

20 oder EO; engiisch: Graves' ophthalmopathy oder GO) . Die 

klinischen Folgen dieser Beglei terkrankung reichen von eher 
kosmetischen Storungen (Glotzaugen) bis zum Verlust der 
Sehf ahigkeit . Eine als gut begrundbar angesehene und daher 
gegenwartig intensiv untersuchte Annahme geht davon aus, daE 

25 die fur die Stimulation der Schilddruse verantwort 1 ichen 

krankheit stypischen Autoant ikorper auch an TSH-Rezeptoren 
oder Varianten oder Fragmente davon binden, die im retro- 
okularen Gewebe nachgewiesen werden konnten, was iiber kom- 
plexe Zusammenhange zu einer iounogenen Enczundung des 

3 0 Auger: - Mus ke 1 gewebe s und zu den typischen Kr ankhe i t sbi 1 d 

einer EG funren konnte (vgl . z.B. A . P . Weetmar. , Mclecular and 
Cellular Endocrinology 126 (1997) 113-116' . 

Es sind ferner Fal le von Hypert hyreose bekannt , die mit 
35 akt i vierenden Mutationen des TSH-Rezeptors in Verbindung 

gebracht werden (vgl. Thyroid, Vol. 8, 3 9 98, 559-564 und die 
a a r i n zitierte eins chlagige Irteratur) , irsrescndere beim 
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sogenannten autonomen Schilddrusen-Adenom . 

Zur Therapie des Morbus Basedow stehen derzeit drei auf 
unterschiedlichen Prinzipien beruhende Behandlungsmoglich- 
keiten zur Verf iigung : 

a) medikamentose Behandlung mit Thioharnstof f derivaten 
(z.B. Carbimazol (INN), Methimazol (Thiamazol; INN)); 

b) teilweise Zerstorung von Schilddriisengewebe durch Gabe 
von radioaktivem Jod, und 

c) chirurgische Entfernung des Schilddrusengewebes . 

In Deutschland, vielen Landern Europas sowie Japan ist die 
medikamentose Therapie gemaS a) beim erstmaligen Auftreten 
des Morbus Basedow die Regel therapie . In speziellen Situ- 
ationen (z.B. groiSe Struma, zusatzlicher Verdacht auf Auto- 
nomie) kann auch sofort auf eine der sogenannten definitiven 
Therapien nach b) oder c) zuriickgegrif f en warden. In den USA 
ist eine solche Therapie nach b) und c) aus historischen 
Griinden eher die Regel, und es werden nur sehr wenige 
Patienten (< 20%) medikamentos gemaS a) therapiert. 

Die medikamentose Therapie hat Vor- und Nachteile. Der 
Vorteil ist, daft der Patient durch die befristete Gabe von 
Medikamenten in einen Zustand gebracht werden kann, in dem 
die Schilddrusenf unktion normalisiert ist (Euthyreose) , und 
der Morbus Basedow tritt in eine sogenannte Remission ein. 
Im gunstigsten Falle benotigt der Patent nach einiger Zeit 
keine weitere Medikation, hat jedoch noch immer eine voll 
f unktionsf ahige Schilddruse, was eine Subst itut ionstherapie 
mit Schilddrusenhormonen, wie sie nach den definitiven 
Therapien gemaS b) und c) erforderlich ist, iiberflussig 
macht . 



Diese sogenannten definitiven Therapien fuhren in den mei- 
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s:en Fallen dazu, dafs keine voll funkt ior.sf ahige Schilddruse 
Ttehr vorhander. ist, una zut. Ausgleich der dadurch hervor- 
gerufenen Hypothyreose ist erne oft iebensiange Subsritu- 
:ionstherapie mic Schi iddrusenhcrmonen nctwendig . 

Ein wesent liches Problem der Entscheidung fur die richcige 
Therapie ist der zu erwartende Erfolg . Prinzipiell konnen 
oei alien drei genarmten derzeit bekannten Therapief ormen 
Erfolge erziel: warden, d.h. die Renissicn der Erkrankung 

1C kann fur sehr iange , vielleicht sogar fur immer, erreicht 

sein. Bei einem Erfolg der Therapie gema:l a; waren dann 
keinerlei zusatziiche therapeutische MaSnahmen mehr nocwen- 
dig . Im Falle von b) und c) miissen jedoch meis: die fehlen- 
den Schilddrusenhormone medikamentcs von auSen zugefuhrt 

15 werden. 

Ein gemeinsames Problem aller Therapie f ormen ist jedoch, daS 
es mehr oder weniger haufig zu sogenann:en Rezidiven kommt . 
Das hei£t , nach einer gewissen Zeit nach der vermeintlich 

20 erf olgreichen Therapie bricht die Erkrankung erneut aus, was 

neuerliche therapeutische Eingriffe notwendig macht . Obwohl 
derartige Rezidive bei alien drei Therapief ormen vorkommen 
kannen , ist die medikamentose Therapie gemaS a) davon am 
hauf igsten betrof fen. So konnen nur ca . 53% aller Morbus 

25 Basedow- Pat iencen durch eine ein- bis zweijahrige Gabe von 

Medikamenten (Tabietten) fur eine iange Folgeperiode in 
Remission gebrachn werden. 

Die wegen Erhalnung der Schilddruse an s::h zu bevorzugende 
3 0 Therapie rr.it Xedikamencen hat zusatziiche Nachteile. Zum 

e men :r;t: die Wirkung der Medicament e nur x:: einer zeit- 
lichen Verzogerung auf , da sie ix wesentl ichen die Neu- 
svn these von Hormone n hemmen, nicht jedocn die Freisetzung 
von bereits m der Schilddruse gebiideten und gespe i chert en 
3 5 Hcrmoner. . Es dauer: somit ein bis zwei Wcchen, bis erne 

Wirkung der Medikamente zu erkenner. ist . Bei hochgradig 
k ran ken Patienten ( z hvreot oxische K rise / kann das dazu 
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fuhren, daS die Behandiung versagt . Ahnlich verhalt es sich 
mit der Gabe von Radiojod. Auch hier setzt der therapeuti- 
sche Effekt nur verzogert ein. 



5 Zusatzlich kommt es in wenigen seltenen Fallen bei der 

medikamentdsen Behandiung zu Nebenwirkungen , die ein sofor- * 
tiges Absetzen der Medikamente erfordern ( Agranulozytose ) . 
Bleibt der Patient dann noch hyperthyreot , was in der Regel 
der Fall ist, gibt es nur noch wenige therapeut ische Mog- 

10 lichkeiten. Durch die Nebenwirkung der Agranulozytose (kom- 

pletter Verlust der weiteen Blutzellen) ist er auSerordent- 
lich inf ektionsgef ahrdet und nur bedingt operat ionsf ahig . 
Ein Riickgriff auf die alternativen Therapieansat ze b) und c) 
scheidet daher in der Regel aus . Es besteht somit grundsatz- 

15 lich ein Bedarf nach weiteren therapeut ischen Behandlungs- 

moglichkeiten des Morbus Basedow, insbesondere nach solchen, 
die eine Chance bieten, die Schilddruse zu erhalten und das 
Krankheitsgeschehen ursachlich zu beeinf lussen . 

20 Durch die Verwendung von blockierenden Antikorpern gegen den 

TSH-Rezeptor gemaS den Patentanspriichen 1 bis 6 wird eine 
derartige weitere Therapiemoglichkeit geschaf fen, die sich 
neben den bisherigen therapeut ischen Behandlungen als vierte 
Therapieform etablieren konnte und erhebliche Vorteile 

25 bieten kann, auf die weiter unten noch naher eingegangen 

wird . 



Eine derartige Therapie wird dadurch ermoglicht, dafi selek- 
tiv blockierende Antikorper gegen den TSH-Rezeptor in Form 
3 0 monoklonaler Antikorper hergestellt werden konnten und 

gezeigt werden konnte, da£ diese Antikorper tatsachlich den 
s t imul ierenden Effekt von Schilddrusen-st lmulierenden Auto- 
antikorpern (TSAb) aufheben konnen. 

35 Die vorliegende Erfindung betrifft daher gemaS den Anspru- 

chen 7 bis 9 auch derartige monoklonale blockierende Anti- 
korper, fur die eine Herstellungsmoglichkeit sowie eine 



WO 00/49050 




PCT/EP00/013O4 



Selektior.smoglichkeit nachfolgend 1m expenmentellen Teil 
beschrieben wird unci die vorsorgl ich zusa:ziich durch Hin- 
terlegung unter den Bezeichnungen 4E9/E2/C1 (DSK ACC2389) ; 
4CI/E1/G6 { DSM ACC239C) ; IB 1 /El 0 / BI 1 / CI 2 (DSK ACC2391) ; 
5 7E3/F8/E3 (DSM ACC2392); 3H1C/A11/A1 (DSM ACC2393) am 

19.2.1999 bei DSMZ , Braunschweig durch Hinterlegung nach de 
Best immungen des Budapester Vertrags der Of f entlichkeit 
zugangiich gemacht wurden . 

10 An den TSH-Rezeptor bindende blockierende Antikorper konnen 

in Form monoklonaler Antikorper nach der im exper imentellen 
Teil beschriebenen Arbeitsweise erzeugt und selektiert 
warden, insbesondere nachdem die reiativ kurze Ammosaure- 
sequenz der extrazeliularen Domane des TSK-Rezeptors identi 

15 fiziert wurde, an die derartige blockierende Antikorper bzw 

bestimmte, sehr wirksame derartige Antikorper binden. 

Wie ebenfalls im experimentellen Teil naher beschrieben 
wird, konnte gezeigt werden, daS im eingangs charakt erisier 
20 ten Bioassay unter Verwendung von JP09CKO-Zellen die gleich 

zeitige Zugabe von derartigen monoklonalen Antikorpern die 
Stimulation dieser Zellen durch TSH, erkennbar an der cAMP- 
Bildung, selektiv unterdriicken kann. 

25 Das gleiche gilt fur den Fall, da£ die Stimulation der 

genannten Zellen im Bioassay nicht mit TSH erfolgt, sondern 
durch Zugabe von Seren von Morbus Basedow- Pat ient en mit 
einem hohen Titer an st imuiierenden Aut oant ikcrpern (TSAb) . 

30 Die Verf iigbarkeit derar: iger selektiver biccki erender Anti- 

korper gegen den TSH-Rezeptor ermoglicht es ( eme neuartige 
Therapie des Morbus Basedow ins Auge zu fassen, die durch 
die Verwendung derartiger blockierender Antikorper bzw. die 
Verwendung derartiger Antikorper zur Herst el lung von Arznei 

35 mittein und die Verabre ichung derartiger Arzneimit tel , 

ublicherweise per In~ektion oder Infusion, gekennzeichnet 
ist . 
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Als Vorteile einer derartigen Therapie mit blockierenden 
Antikorpern konnen genannt werden: 



a) Es ist zu erwarten, date durch die Verabreichung der 
5 blockierenden Antikorper, die schnell und mit hoher 

Effizienz an den TSH-Rezeptor binden und diesen blok- 
kieren, eine rasche Hemmung der Stimulation des TSH- 
Rezeptors erreichbar ist. 



10 b) Die Therapie des Morbus Basedow erfolgt direkt am Wir- 

kungsort der Erkrankung und ist somit als eine ursach- 
liche Therapie anzusehen . 

c) Die Therapie mit den Antikorpern kann auch bei schwer- 
15 kranken Patienten angewandt werden, bei denen die bis- 

her bekannten Therapief ormen versagen, ohne da£> die in 
solchen Fallen gegen die bekannten Therapief ormen be - 
stehenden Bedenken zum Tragen kommen . 

2 0 d) Da durch die blockierenden Antikorper das Zielorgan des 

autoimmunen Angriffs ruhiggestellt werden kann, 
erscheint in Analogie zu Beobachtungen von Beeinflus- 
sungsmoglichkeiten autoimmuner Prozesse bei anderen 
Organen eine Abschwachung des autoimmunen Prozesses im 
25 Bereich der Mogl ichkeiten . 

e) Ahnlich wie bei der medikamentosen Behandlung kann die 
Therapie zeitlich begrenzt mit der Option auf vollstan- 
dige Remission und Erhaltung des Organs durchgefiihrt 

3 0 werden. 



Vom Wirkungsprinzip her sind keine gravierenden Nebenwirkun- 
gen zu erwarten . 

35 Die obigen Vcrneile sollen noch etwas ausf iihrlicher erlau- 

t ert werden . 
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Ein tnerapeu: ischer Ansatz unter Verwendung von Antikorpern, 
die den TSH-Rezeptor blockieren, ve rspric::: einen unmitrel- 
baren Therap ieerf clg ohne dxe zeitlichen Verzogerungen , die 
bei der Veraore ichung von MedikamenLen bzw. Radio jod 
5 beobachte c we r den . Die Gabe von blockierenden Antikorpern 

erscneint auch mogi ich , wenn eine soforzige Operation eines 
hvpcthyreoten Patienten nicht in Frage komrr.t . Sie kann daher 
zur einzigen Option fur eine schnelie Normal i s ierung der 
Stof f wechsel lage we r den . 

10 

In den seitenen Fallen, bei denen es bei der medikament osen 
Therapie zu einer Agranulozytose kommt und derzeit keine 
weiteren zherapeut ischen Eingrif f smcglichkeiten mehr exi - 
stieren, kann der Einsatz von blockierenden Antikorpern erne 
15 neue , unter Umstanden lebensrettende Behandlungsal t ernat ive 

darstel len . 

Da bei Morbus Basedow die Einwirkung von st imul ierenden 
Autoanc ikorpern auf den TSH-Rezeptor fur das Entscehen der 

20 me is ten klinischen Symptome ursachlich ve rantwort 1 ich ist, 

wird durch die therapeut ische Verabreichung von blockieren- 
den Antikorpern, die mit diesen krankmachenden stimulieren- 
den Autoant ikorpern konkurrieren , die einmalige Chance 
eroffnet, das Krankheit sgeschehen direkc am Krankheitsort 

25 ursachlich zu bekampfen. Sine derartige Vorgehensweise mit 

einer therapeut ischen Intervention dor: , wo eine Krankheit 
ihren Ursprung hat, ist nur sehr seiner, mogiich. 

Ein weirerer Vorteii besteht in der zu erwartenden Mogiich- 
30 keiz, daC die Therapie mit blockierenden Antikorpern nur 

zeitiich begrenzt durchgefuhrt werden mu:l, und dais nach 
Abschlu£ der Therapie die Schil ddruse erhalten bieibt. Es 
is: beKannt , da:l der Autoimmune r ozeo i:. vieleu Fallen von 
Morbus Basedow-Erkrankungen zeitlich begrenz: ist, d.h. date 
35 die Krankheit in vielen Fallen nach emiger Zeit abkiingt. 

Due Verabreichung ven blockierenden Antikorpern ermoglicht 
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relevanten Symptomen, ist also ahnlich wie die derzeitige 
medikamentose Therapie von vorubergehendem Charakter . 



Es besteht dariiber hinaus Grund zu der Hoffnung, daS die 
5 Zufuhr von blockierenden Antikorpern immunmodulatorisch 

wirkt und zu einer Abschwachung oder sogar Heilung des 
Autoimmunprozesses fiihren kann . Durch die Blockierung der 
Wirkung der krankmachenden st imulierenden Antikorper sowie 
auch die Blockierung des physiologischen TSH kommt es zu 

10 einer vollstandigen Stilllegung der Schilddruse. Eine der- 

artige Stilllegung der Schilddruse, bei der deren Stoff- 
wechsel stark vermindert wird, fuhrt zu einer verminderten 
Expression von Antigenen oder MHCII -Molekulen, was wiederum 
zu einer verminderten Stimulation des Immunsystems und einer 

15 Abschwachung der Immunantwort fiihren kann . 



DaE. eine derartige Hoffnung vernimftig ist, ergibt sich aus 
Beobachtungen, die bei anderen Autoimmunerkrankungen gemacht 
werden konnten. So konnte im Falle der Autoimmunerkrankung 

20 des Diabetes mellitus Typ I gezeigt werden, daS die fruhe 

Gabe von Insulin, die dazu fuhrt, da£ die korpereigene 
Insulinprodukt ion herabgesetzt werden kann, bei einer Gruppe 
von Patienten mit relativ langsamem Krankheitsverlauf vor- 
teilhaft ist (vgl . Kobayashi et al . , Diabetes 45, 622 

25 (1996)) . Die fruhe Insulingabe fiihrt zu einer Schonung der 

Insulin produz ierenden Zellen der Langerhansschen Inseln, 
die weniger aktiv sind und weniger rasch durch den Auto- 
immunangriff zerstort werden und somit langer korpereigenes 
Insulin produzieren konnen. Es kann angenommen werden, daS 

30 eine Stilllegung der Schilddriise mittels blockierender 

Antikorper ahnliche positive Wirkungen haben kann . 

Ferner besteht die begriindete Hoffnung, da£> die Gabe der 
blockierenden Antikorper auch die immunogene Entziindung 
35 direkt positiv beeinflussen kann, die fur das Begleit symptom 

des Morbus Basedow, die endokrine Orbit opathie (EO) , ver- 
antwortlich ist. Bisher kann die EO nicht kausal therapiert 
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warden. Neber. rein symproma: ischen Behandlungen mit z.B. 
geccnten Augenglasern , Auger.: ropf en kommen in schwereren 
Fallen agressivere Behandlungen zur Anwendung, und zwar in 
Form, einer medikamentosen Therapie mi: C-Iucccor::coiden / 
5 einer Hochvol tbestrahiung der Orbita (Augenhohle) oder einer 

operativen Decompression der Orbita. Die Behandlungserf clge 
der o.g. Therapien sind jedoch unbef rieiigend. Bevor eine 
sol che Therapie uberhaupt zur Anwendung kommen kann , sol 1 te 
der Patient; jedoch in j edem Falle eutnyrec: sein. Die Her - 

1C stellung einer euthyreoten Stof fwechsellage durch biockie- 

rende Antikorper gemaE der vorliegenden Erfindung unter- 
stutz: daher auch die Therapie einer EO, und die friihe 
Verabreichung von soichen Anu ikorpem an Morbus Basedow 
Patienten konnte auch eine preventive Wirkung auf die Ent- 

15 wicklung der Augensymptomat ik einer ED haben. 

Die blockierenden Antikorper konnen ferner auch zur Behand- 
lung von bestimmten Hyperthyreosen eingesetzt werden, die 
uich:, wie beim Morbus Basedow, auf eine Stimulation der 
20 Schilddruse durch Autoant ikorper zuruckzuf iihren sind, son- 

dern auf eine Uberst imulat ion der Schilddruse durch TSH . Zu 
nennen ist hierbei z.B. eine Hypophysenuberf unkt ion mit 
erhohter TSH- Ausschu: tung aufgrund eines Hypophysenadenoms . 

25 Ferner erscheint auch die Behandlung einer Hyperthyreose, 

die mit akt ivierenden Mutationen des TSH in Verbindung zu 
oringenist, mit den erf indungsgemaS zuverwendenden blockie- 
renden Antikorpern vie 1 versprechend . Hierbei ist v. a. die 
Beobachtung von Bedeutung, daS die blockierenden Antikorper 

3C nicht nur die Schiddriisenf unkt ion in Gegenwart stimuiieren- 

der Autoant ikorper vermindern, sondern auch be: Normalper so - 
nen eine Herabsetzung der Schiiddrusenf unKt ion beobachtet 
wird ivgl . F iq . 2 der vorliegenden Anmeidung, ms be sonde re 
die Wert e fur die Kmt rcl len in Gegenwar: der Antikorper 7E3 

35 und 3H10 im Vergie i :n zu der Kcntrclle chne Antikorper bzw. 

die Wert e fur die Normal seren in Fig. 3; . 
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Besondere Bedenken gegen eine Therapie mit blockierenden 
Antikorpern bestehen nicht. Zu Therapien mit Ant ikorpern , 
die prinzipiell als natiirliche Substanzen anzusehen sind, 
existieren es umf angreiche klinische Erfahrungen. Es ist 
5 ferner bekannt , daS blockierende Antikorper, wie sie im 

Rahmen der neuartigen Therapie verwendet werden sollen, bei 
vielen Morbus Basedow- Pat ienten vorkommen, ohne da£ das 
Vorkommen derartiger blockierender Antikorper mit irgendwel- 
chen gesundhei tsschadlichen Auswirkungen korreliert werden 
10 kann . 

Die blockierenden Antikorper, deren Herstellung und Eigen- 
schaften im experimentellen Teil gezeigt werden, sind auf- 
grund der zur Anwendung kommenden Hybridomtechnik keine 

15 menschlichen Antikorper sondern tierische (Maus) Antikorper. 

Diese konnen normalerweise nicht unmittelbar zur Therapie in 
der Humanmedizin verwendet werden. Es gehort jedoch heutzu- 
tage zu den etablierten Techniken, derartige tierische 
Antikorper fur eine Verwendung in der Humanmedizin zu "huma- 

20 nisieren' 1 (vgi . z.B. B.R.Giick, J.J.Pasternak, Moiekuiare 

Biotechnologie, Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, 
Berlin, Oxford, 1995, S. 243 ff) . Dabei werden die variablen 
Fv-Fragmente der tierischen Antikorper mit den konstanten 
Domanen und Fc-Fragmenten von humanen Antikorpern gekoppelt, 

25 was dazu f uhrt , dafi derartige humanisierte ( vermenschlichte 

oder chimare) Antikorper vom menschlichen Immunsystem nicht 
mehr als artfremde Strukturen erkannt und angegriffen wer- 
den . 

30 Die blockierenden Antikorper, deren Gewinnung und Herstel- 

lung im experimentellen Teil gezeigt wird und mit denen 
nachgewiesen wurde , dafe diese die Wirkungen von TSH und 
st imulierenden Antikorpern (TSAb) aufheben konnen, sind 
blockierende monoklonale Antikorper mit bestimmten Eigen- 

35 schaften. Sie erscheinen derzeit, in humanisierter Form, 

aufgrund Ihrer Spezifitat und hohen Affinitat fur den TSH - 
Rezeptor fur die erf indungsgemaSe Verwendung zur Therapie 



WO 00/49050 




PCT/EPOO/01304 



des Morbus Basedow besonders geeignet . Das soil j edoch die 
Verwendung anderer , 1m gleicnen Sir.ne blockierend wirkender 
Antikorpern gegen den TSH- Rezeptor niche als r.icht unter die 
voriiegende Erf indung fallend ausschi ieSer. . So ist r.ichn 
5 ausgeschlossen, daS blcckierende Antikorper mi: vergleich- 

baren Eigenschaf ten exist ieren , die an andere Aminosaure - 
sequenzen des TSK-Rezeptors, insbesondere seiner extrazel- 
iularen Dotnane, binder, und daher ebenfaiis eingesetzt werden 
konnen. Ferner konnen auch polyklonaie Ancikorper, die mit 

10 gieicher Wirkung an eine oder mehrere Sequenzen des TSH- 

Rezeptors binder., zur Anwendung kommen . Die Ant ikorper 
konnen ferner tierische bzw. humanisierte tierische Antikor- 
per sein, konnen j edoch auch humane Antikorper sein, die 
z.B. durch selektive Isolierung aus geeigneten Patientense- 

15 ren gewonnen wurden, oder humane monoklonaie Antikorper, wie 

sie z.B. durch die Technik der sog. EBV-Transf ormierung 
hergestellt weren konnen (vgl . N . G . Morgenthaler et al . , 
J.Clin. Endocrinol . Me tab . 81: 3155-3161, 1996) Derartige 
Antikorper konnen auch in Form ihrer spezifisch an den TSH- 

2 0 Rezeptor bindenen Fragmente, z.B. Fab oder Fab' Fragmente 

ohne Fc-Teil, eingesetzt werden. Ferner konnen die Antikor- 
per oder Antikorperf ragmente auch in Form geeigneter Kon- 
jugate, gebunden an Carrier-Molekiile , die inert sein konnen, 
die jedoch auch zusatziiche therapeut ische Aufgaben erfullen 

25 konnen, eingesetzt werden. Auch Gemische von verschiedenen 

derartigen Antikorpern, z.B. Kombinat ionen von verschiedenen 
monoklonalen Antikorpern, sind prinzipiell verwendbar. 

Die erf indungsgemaS zu verwendenden blockierenden Antikorper 
30 sind solche, die durch Bindung an den ext razelluiaren Teil 

des TSH-Rezepc ors die Wirkung von TSH una s t imul ierenden 
TSH-Rezeptor-Autoar.tikorpern aufheben. Sie weisen eine 
ausreichend he he Affmitat zum TSH -Rezeptor auf , um in fur 
emen theraoeut ischen Einsatz geeigneten Konzentrat ionen 
35 erf olgreich TSH und st imulierence Aut cant ikorper von diesem 

TSH- Rezeptor verdrangen bzw. fernhaiten zu konnen. 
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Die erf indungsgemaS zu verwendenden Autoant ikorper werden in 
einer Form verabreicht, wie sie fur Ant ikorpertherapien 
typisch ist . Ublicherweise werden Injektionslosungen, gege- 
benenfalls Infusionslosungen, zur Verfugung gestellt, die 
5 die fur die Behandlung vorgesehenen blockierenden Antikorper 

in einem waErigen, physiologischen Tragermedium enthalten. 
Das Medium kann die fur derartige Medien iiblichen schutzen- 
den oder st abil isierenden Zusatze sowie gegebenenf alls auch 
nahrende oder den Behandlungserf olg auf andere Weise for- 
10 dernde Zusatze enthalten. Die Anwesenheit weiterer Wirk- 

stoffe, insbesondere solcher mit einem Einflufi auf das 
Immungeschehen, wird ausdriicklich als mogliche Ausfuhrungs- 
variante der erf indungsgemaSen Verwendung blockierender 
Antikorper zur Behandlung des Morbus Basedow angesehen. 

15 

Die fur eine individuelle Behandlung empf ehlenswerte oder 
erf orderliche Menge und Konzentrat ion der zu verabreichenden 
blockierenden Antikorper ist gegebenenf alls unter Beriick- 
sichtigung des individuellen Krankheitszus tands des Patien- 

20 ten festzuiegen. So konnen schwere Krankheitserscheinungen 

bzw. hohe Titer an TRAb einen Einsatz hoherer Mengen und 
Konzentrat ionen der erf indungsgemaiS zu verwendenden Antikor- 
per erfordern als schwacher ausgepragte Krankheit ssymptome 
mit niedrigeren Autoant ikorpert item . Geeignete Mengen und 

25 Konzentrat ionen konnen anhand der Beobachtung des Therapie- 

erfolges empirisch festgelegt werden, ohne dafi diesbezuglich 
besondere Probleme zu erwarten waren. 



Nachfolgend wird die Erfindung erganzend durch Versuchs- 
30 ergebnisse erlautert , die die Gewinnung, Isolierung und, 

unter Bezugnahme auf drei Figuren, die Priifung von monoklo- 
nalen blockierenden Antikorpern gegen den TSH-Rezeptor 
erlautern, wie sie, gegebenenf alls nach einer an sich be- 
kannten Humanis ierung , zur Grundlage der erf indungsgemaSen 
3 5 Verwendungen gemacht werden konnen. 
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In den Figuren zeigen: 

Figur 1 die spezifische Unt erdruckung der cAMF-3ildung von 
JF09 CHO Zellen durch funr moncklonale blockieren- 
5 de Anrikorper in Gegenwart von bovmex. TSH im 

Bioassay ; 

Figur 2 die spezifisohe Unt erdruckung der cAK?-Bildung von 
JP0 9 CHO Zellen durch zwei mcnckicnale blockieren- 
10 de Ant ikorper in Gegenwart von 4 Morbus Basedow 

Seren im Bioassay; und 

Figur 3 die spezifisohe Unt erdruckung der cAMP-Bildung von 
JP09 CHO Zellen durch einen monoklonalen biockie- 
15 renden Ant ikorper in Gegenwart von 21 Morbus Base- 

dow Seren sowie des LATS Standards im Bioassay. 

Erzeugung und Charakterisierunc? von monoklonalen blockieren- 
den Antikorpern qegen den human en TSH-Rezeptor 

20 

Die Erzeugung, Selektion und Charakterisierung von erfin- 
dungsgemaE verwendbaren monoklonalen Antikorpern gegen den 
humanen TSH-Rezeptor erfolgte weitgehend unter Verwendung 
vorbeschr iebener Materialien und Techniken. Eine detaillier- 
25 te Beschreibung derartiger Materialien und Techniken wurde 

im nachf olgenden experiment el len Teil durch einen Verweis 
auf die einschlagigen Literaturstelien ersetzt, soweit 
dadurch das Vers t andnis und die Nacharbei tbarke i t nicht 
ernsthaf t beeint racht igt wird. 

3 0 

Z mmuni s i erung und Erzeuauna von Hybridomas 

l ie ext raze 1 lui are Domane (ECD- des humanen TSH - Re zeptors 
■ Aminos aur en 1-4 IB- wurde in Form eines Fas ions proteins mit 
35 Glutathion-S - transferase in e mem prokaryont ischen Expres- 

sions system hergestellt (vgl. Harfst, E. e: al . , J. N!ol.En- 
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Mit dem erhaltenen prokaryont isch exprimierten ECD-Glutat- 
hion-S- transf erase - Fusionsprotein warden BALB/c -Mause immu- 
nisiert, und die Herstellung und das Klonieren von Hybrido- 
mas erfolgte so wie in naheren Einzelheiten beschrieben ist 
5 in Johnstone, A. P. et al . , Mol . Cell . Endocrinol . 105, 1994, 

R1-R9 . 

Die Uberstande der klonierten Hybridomas wurden mittels 
"Flow cytof luorimetry" gemaS der Arbeit sweise gescreent, die 

10 ebenfalls beschrieben ist in Johnstone, A. P. et al . , 

Mol . Cell . Endocrinol . 105, 1994, R1-R9, wobei als Bindungs- 
reagens die vorbeschriebenen Zelllinien " FLD4 " und "FLEA. 2" 
verwendet wurden. Diese Zelllinien sind abgeleitet von 
transf ormierten CHO-Kl-Zellen und exprimieren unter- 

15 schiedliche Mengen des funktionalen humanen TSH-Rezeptors 

voller Lange , gekoppelt an Adenylat cyclase , wobei das ver- 
vielf altigbare Glutaminsynthetase- Express ions system zur 
Anwendung kommt , wie detailliert beschrieben ist in Harfst, 
E. et al . , Mol. Cell. Endocrinol. 83, 1992, S. 117-123, und 

20 in Harfst, E., Johnstone, A.P.,, Anal. Biochem. 207, 1992, 

S . 80-84 . 

Reinigung von monoklonalen Antikorpern 

25 Hybridomas wurden in Spinner-Kulturen in UltraDoma-PF (Bio- 

Whittaker, Walkerville, Maryland, USA) , enthaltend 2% FCS 
und 100 IU/ml Streptomycin, gezuchtet . Antikorper wurden aus 
den Uberstanden der Gewebekul turen mittels Af f initatschroma - 
tographie an Protein A (mit den fur IgGl geeigneten hohen 

30 Salz- und pH-Puf f er-Modif ikationen) isoliert, wie beschrie- 

ben ist in Johnstone, A.P., Thorpe, R., 1996, Immunochemi- 
stry in Practice, 3. Auflage, Blackwell Science Ltd., Ox- 
ford . 
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Charakter is ierunc der Antikorper verschi eaer.er Hybridomas 

Die Antikorper wurder. durch Immunprazipirat ion mit Zellen 
von den hTSH-Rezeptor exprimierenden r e k c mb mancen Zeil- 
5 1 mien naoh der in vivo Mark re rung des Rezepcorproteins mit 

[■ :b S] -Methionin, sowie ferner durch Immun- (bzw. Protein-) 
Blotting mit der extrazeiiularen Dcmane des hTSHR (vgl . 
Harfst E., e: al . , J . Mol . Endocrinol . , 9, 1992, 227-236) auf 
inr Bindungsverhalcen gegeniiber detr. rekcmbinant en hTSH- 

10 Rezeptor untersuch:. Beim Immun-Blot t ing wurden die blok- 

kierten Membranen mit extrazeiiularen Domanen des hTSH - 
Rezeptors fur 1 - 2h in Hybridoma - Kulturuoer stand , auf ein 
Viertel verdiinnt in 200 mM NaCl , 50 mM Tris-HCl , pH 7,4, 
inkubiert una dann gewaschen. Gebundene Antikorper wurden 

15 mittels eines zweiten Antikorpers ( Peroxidase - Kon j uga t eines 

Anti-Maus Immunglobul ins ) una eines handelsiiblichen Chemilu- 
mineszenz - Systems nachgewiesen una aufgrund ihrer Reaktion 
mit dem rekombinant en hTSH-Rezeptor selektiert . 

20 Die seiektierten monoklonaien Antikorper wurden mittels 

eines cAM? -Bioassays (Page, S.R. et al . , J. Endocrinol. 126, 
1990, S. 333-340) sowie in einem Radiol iganden- Assay im 
Hinblick auf ihre Fahigkeit, mit radioaktiv markiertem 
bovinem TSH um die von den Zelilinien ,r FLD4 f ' und "FLEA. 2" 

25 (s.o.) exprimierten hTSH-Rezeptoren zu kompetieren (vgl. 

Harfst, E. et al . , Mol . Cell. Endocrinol. 83, 1992, S.117- 
123, und Harfst, E., Johnstone, A. P.,, Anal. Biochem. 207, 
1992, S. 80-84), naher charkt er i s iert . Dazu wurden Hybridoma - 
Kul turuberst ande bzw. die daraus durch Reinigung gewcnnenen 

30 IgG- Frakt ionen (geremigten monokicnalen Antikorper) und 

radioaktiv markiertes bovmes TSH mit den genannten Zellen 
inkubiert, wonach die da ran geoundene Radi oak t i vi t at er- 
mittelt wurde . Die untersucnten Antikorper mhibierten die 
TSH-Bmduna . 
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Ermittlung der zugehorigen Antikorper-bindenden Epitope des 
hTSH-Rezeptors 

Die Bindungsstellen (Epitope) der selektierten monoklonalen 
5 Antikorper an die ext razellulare Domane des hTSHR wurden 

unter Verwendung einer Vielzahl von uberlappenden kurzen 
synthetischen Teilpeptiden aus der ECD des hTSH-Rezeptors 
auf Cellulose -Membranen mit Hilfe eines kommerziellen Kits 
(SPOTS Kit, Genosys) genauer bestimmt . 

10 

Dabei zeigte sich, da£ alle aufgrund ihrer Bindung an den 
hTSH-Rezeptor selektierten Antikorper mit Aminosauresequen- 
zen aus dem Bereich der Aminosauren 335-390 des humanen TSH- 
Rezeptors reagierten, und daiS auSerdem keiner der Antikorper 

15 im cAMP-Bioassay die cAMP-Bildung von rekombinanten hTSHR - 

Zelllinien stimulierte. Fiinf selektierte Antikorper von 
stabilen Hybridomas reagierten mit einer kurzen Peptidse- 
quenz mit den vier Aminosauren 381-384 des humanen TSH- 
Rezeptors (FDSH bzw. Phe Asp Ser His) , wobei die erhaltene 

2 0 Bindung verstarkt werden kann, wenn die kurzen Peptide 

zusatzlich bis zu drei der angrenzenden Aminosauren 385 bis 
3 87 (YDY bzw. Tyr Asp Tyr) bzw. 378 bis 381 (LQA bzw. Le Gin 
Ala) aufwiesen. Diejenigen der selektierten Antikorper mit 
den hochsten Affinitaten fur den hTSH-Rezeptor inhibierten 

25 im o.g. kompetitiven Radioligandenassay bei 1 jxg/ml die 

Bindung des radioaktiven bovinen TSH zu 80-90% und bei 0,1 
/xg/ml immer noch zu mehr als 50%. 

In Form von geeignet markierten oder fixierten Peptiden, die 
30 der o.g. Sequenz 378-387 bzw. einer Teilsequenz davon ent- 

sprechen, stehen nunmehr auch Mittel zur Verfugung, die es 
erheblich erleichtern konnen, in Hybridoma-Uberstanden von 
bei der Nacharbei tung der o.g. Arbeit sweisen erhaltenen 
Klonen solche monoklonalen Antikorper zu identif izieren, die 
35 ein geeignetes Bindungsverhal ten im Sinne der vorliegenden 

Erf indung auf weisen . 
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Inhibierung der Binduna von TSAb aus Seren vor. Morbus Base- 
dow Patienren 

Fiinf monoklonale Antikorper, die bei den vorstehend 
beschr lebenen Versuchen erzeugt wurden, die an die o.g. 
Aninosauresequenz 381-384 des hTSH- Rezept ors binder, und die 
nachf olgend mit 1B1 , 7E3 , 4E9, 3K10 und 421 bezeichnet 
werden, warden auf ihre Eignung untersuch: , im eingangs er- 
wahnten Bioassay (N.G. Morgenthaler et ai . in Horm. Metab. 
Res. 30 (1998), S. 162-168) die Bindung von bovinem TSH und 
von srimul ierenden Autoant ikorpern aus den Seren von Morbus 
Basedow Patienten an einen rekombinant exprimierten hTSH- 
Rezeptor , erkennbar an einer Stimulation der cAMP-Produk- 
tion, zu unterdriicken . 

Dazu wurden JP09 CHO-Zellen jeweils mit 1 \T3 (Fig.l, schwar- 
ze Balken) bzw. 10 /iU (Fig.l, weiSe Baiken) bovinem TSH pro 
Well und Zugabe des jeweiligen zu prufenden Antikorpers 
inkubiert . Zur Kontrolle wurde auch ein andersart iger Ant i - 
korper (gegen Glut amatdecarboxylase ; GAD) eingesetzt, der 
keinerlei Wirkung zeigte. Die Ergebnisse sind in Fig.l 
gezeigt, und es ist klar zu erkennen, da£ aiie fiinf unter- 
suchten Antikorper die Stimulation der cAMP-Produktion 
unterdrucken . 

Der Versuch wurde mit den Antikorpern 7E3 und 3K10 sowie 
zwei andersartigen Antikorpern (GAD; CT21} wiederholt, wobei 
jedoch anstelle des bovinen TSH Seren von 4 versohiedenen 
Morbus Basedow Patienten zur Stimulation der cAMP- Produktion 
eingesetzt wurden. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt . Es 
ist deutlich zu erkennen, daS in Gegenwart der Antikorper 
7E3 und 3H1C die Bildung von cAM? deutlich unterdruckt ist. 

In einem weiteren Versuch wurde im gleichen Bioassay die 
Unterdriickung der cAXP Produktion durch den Antikorper 7E3 
m Gegenwart von 5 Normal seren (N; , 21 Seren von Morbus 
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- long acting thyroid stimulator) bestimmt . Zum Vergleich 
wurden wiederum die Ergebnisse in Gegenwart eines anders- 
artigen Antikdrpers (CT21; monoklonaler Antikorper gegen 
Procalcitonin) gemessen. Die Ergebnisse sind in Fig. 3 ge- 
zeigt . Es ist wiederum deutlich zu erkennen, daS der Anti- 
korper 7E3 in 20 von 22 Fallen die Bildung von cAMP wirksam 
unterdruckt . 

Im Hinblick auf die Moglichkeit, mit blockierenden Antikor- 
pern Hyperthyreosen aufgrund aktivierender Mutationen zu 
behandeln, wird auf die Werte fur die Kontrollseren bzw. 
Normalseren in den Figuren 2 und 3 verwiesen: In alien 
Fallen war die cAMP- Produkt ion der Testzellen in Gegenwart 
der blockierenden Antikorper im Vergleich mit antikorper- 
freien Seren bzw. gegeniiber Seren mit "andersartigen" Anti- 
korpern erkennbar herabgeset zt . Das deutet auf eine Wirkung 
der blockierenden Antikorper hin, die iiber die reine Verhin- 
derung der Stimulierung der Schilddriise durch TSH bzw. 
st imulierende Autoant ikorper hinausgeht . 
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Patentanspriiche 

5 i. Verwendung von blockierenden An:ik6rpern gegen den 

humanen TSK-Rezeptor (hTSK-Rezeptor ) oder ihrer spezifisch 
bindenden Fragmente zur Behandlung von Hyperthyreosen, die 
auf sr imulierende Autoant ikorpern gegen den hTSH-Rezeptor 
(Morbus Basedow) oder eine Uberstimulation der Schilddruse 
10 durch endogenes TSH oder auf aktivierende Mutationen des 

hTSH-Rezeptors zuruckzuf iihren sind, und zur Behandlung der 
endokrinen Orbitopathie . 

2 . Verwendung von blockierenden Ant ikorpern gegen den 

15 humanen TSH-Rezeptor (hTSH-Rezeptor) oder ihrer spezifisch 

bindenden Fragmente zur Herstellung von Arzneimitteln zur 
Behandlung von Hyperthyreosen, die auf st imulierende Auto- 
antikorpern gegen den hTSH-Rezeptor (Morbus Basedow) oder 
eine Uberstimulation der Schilddruse durch endogenes TSH 

20 oder auf akcivierende Mutationen des hTSH-Rezeptors zuruck- 

zufuhren sind, und zur Behandlung der endokrinen Orbito- 
pathie . 

3 . Verwendung nach Anspruch 2 zur Herstellung von per 
25 Injektion oder Infusion zu verabreichenden Arzneimitteln. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1, 2 oder 3, bei 
der der zu verwendende biockierende Antikorper gegen den 
hTSK-Rezeptor ein monoklonaler Antikorper ist, der eine 

3 0 kurze Peptidsequenz erkennc, die die Ammosauren FDSH (Phe 

Asp Ser His) sowie gegebenenf alls zusatzliche fiankierende 
Aminosauren aus der ex: razellularen Domane des hTSH-Rezep- 
tors aufweis: . 

35 5. Verwendung nach e men der Anspruche 1, 2, 3, oder 4, 

bei der der zu verwendende biockierende Antikorper em 
monoklonaler humane r oder ::erischer Antikorper oder ein 
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humanisierter monoklonaler tierischer Antikorper ist . 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, bei der 
der zu verwendende blockierende Antikorper ausgewahlt ist 

5 aus einem oder mehreren der Antikorper, die am 19.2.1999 

unter den folgenden Bezeichnungen bei der DSMZ, Braun- # 
schweig, nach dem Budapester Vertrag hinterlegten Hybridom- 
zellen produziert werden : 4E9/B2/C1 (DSM ACC2389) ; 4C1/E1/G8 
(DSM ACC2390) ; 1B1/E10/B11/C12 (DSM ACC2391) ; 7E3/F8/E3 (DSM 
10 ACC2392) ; 3H10/A11/A1 (DSM ACC2393) . 

7. Monoklonaler Antikorper gegen den hTSH-Rezeptor mit die 
Bindung von TSH und/oder von stimulierenden Autoant ikorpern 
an den hTSH-Rezeptor blockierenden Eigenschaf ten , der da- 

15 durch gekennzeichnet ist, da£ er eine kurze Pept idsequenz 

erkennt, die die Aminosauren FDSH (Phe Asp Ser His) sowie 
gegebenenf alls zusatzliche flankierende Aminosauren aus der 
extrazellularen Domane des hTSH-Rezeptors aufweist, und 
seine spezif ische , ant igenbindende Bindungseigenschaf ten 

20 aufweisenden Fragmente oder Konjugate. 

8. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er ein humanisierter monoklonaler Antikor- 
per aus der Maus ist . 

25 

9. Monoklonaler Antikorper, der von einer der unter den 
Bezeichnungen 4E9/B2/C1 (DSM ACC2389) ; 4C1/E1/G8 (DSM 
ACC2390) ; 1B1 /E10/B11/C12 (DSM ACC2391) ; 7E3/F8/E3 (DSM 
ACC2392) ; 3H10/A11/A1 (DSM ACC2393) bei DSMZ, Braunschweig, 

30 nach dem Budapester Vertrag am 19.2.1999 hinterlegten Hybri- 

domzellen produziert wird. 



WO 00/49050 



1/3 



PCT/EPOO/01304 





WO 00/49050 PCT/E P00/0 1 304 

2/3 



<D 

e- 

« ° S 5 
£ « © o t; 

O) O) C3) O) C 

a a a a £ 

m m to vn O 

OHIO 



c 
o 
i_ 
o 
to 
c 

O) 

c 

.£ 

TS 
o. 

c 
o 
> 

c 
o 

E 

CO 

a. 
S 
< 

o 

d> 

■o 
c 

3 

a> 

o 
o 

CD 






o 
o 
o 



' I 1 

o 
o 

CD 



O 
O 
CO 



O 

o 



o 


I'M' 

o 


■ Mil 

o 


' ' r ' ' 

o 


' ' 1 ' 

o 


o 


o 


o 


o 


o 


CO 


LO 




CO 


CM 



CO 
CD 
> 

(5 

00 

to 

CD 
> 

£5 
O 



CO 
> 



e 

03 CO 
<5 



00 
0) 

> 

CO 

o 



c: 

o 
o 



o 
o 



O 
H 
Eli 



(louuj) dWVO 




0 



* 



WO 00/49050 




PCT/EPOO/01304 



3/3 



c 

0) 
u. 

o 

(D 
(/) 
(0 

03 



c 

o 
> 

c 

q 

jo 
£ 

CO 

a. 

S 

< 
o 
k. 

0) 
O) 

c 

l_ 

.2 
I* 
o 
o 

CD 




o 



n i 



o 

CM 



o 
o 
o 



o 
in 



O 
o 
to 



o 
m 

CNJ 




CM 
CL 

CL 

<<r 
ro 

CL 
CO 
CO 
CL 
eg 
ro 
CL 

CO 
CL 
CM 
CM 
CL 

CM 
CL 

<n 
i — 

CL 
£L 

CO 

CL 

CO 



2 <= 

CD 

<D 
CO 



in 
2 



CO 

o 

H 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



4 



nternational Application No 

PCT/EP 00/01304 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07K16/28 A61K39/395 



Acccrar.g to 'n:e r na: cnal Patent Classif^cat'cn ■ iPC- or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols; 

IPC 7 C07K A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



ORGIAZZI J ET AL: "[Thyroid-stimulating 
hormone receptor and thyroid diseases]. 
Recepteur de la thyreostimul i ne (TSH) et 
dysthyroidi e. " 

REVUE DU P RATI CI EN, (1994 MAY 1) 44 (9) 
1184-91. , 

XP000944211 
the whole document 

NICHOLSON, L. B. ET AL: "Monoclonal 
antibodies to the human TSH receptor: 
epitope mapping and binding to the native 
receptor on the basolateral plasma 
membrane of thyroid follicular cells" 
J. MOL. ENDOCRINOL. (1996), 16(2), 159-170 



1-9 



1-9 



XP000943987 
the whole document 



•/-- 



X Further documents are listed in the continuation of box C 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim{s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document publis h ed prior to the international filing date but 
later than the pr cnty date claimed 



"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance: the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
m the art. 

"&" document member of the same patent family 



Date cf the actual completion of the international search 

14 December 2000 


Date of mailing of the international search report 

0 8. 01. 01 


Na~e a-c -^a^-g address of the ISA 


Authorized officer 


E ^'ccear p a:ent Office P 3 58 3 ^aienraa" 2 




NL. ■ 223C HV R.jswuk 




- e ; .*3«.7C 34C-2C4C T < 3 1 65'eco-l. 


Mennessier, T 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



4 



International Application No 

PCT/EP 00/01304 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category dtat.cr cf document, with indication, where appropriate, of trie relevant passages 



Relevant to cla'Ti No 



P.X 



SEETHARAMAI AH , GATTADAHALLI S. ET AL: 
"Generation and characterization of 
monoclonal antibodies to the human 
thyrotropin (TSH) receptor: antibodies can 
bind to discrete conformati ona or linear 
epitopes and block TSH binding" 
ENDOCRINOLOGY (1995), 136(7), 2817-24 , 

XP000944028 
the whole document 

SHEPHERD, P. S. ET AL: "Identification of 
an important thyrotrophin binding site on 
the human thyrotrophin receptor using 
monocl onal ant i bod i es " 
MOL. CELL. ENDOCRINOL. (1999 MARCH 25), 
149(1-2), 197-206 , 

XP000944024 
the whole document 



1-9 



1-9 



page 2 of 2 



